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【背景と目的】Streptococcus agalactiae (Group B streptococcus : GBS)は、膣や直
腸内の常在菌であるが、出産時に新生児へ感染することにより髄膜炎や敗血症などの
重篤な感染症の原因となる場合がある。その為、アメリカ疾病予防管理センターのガ
イドラインは、妊娠 35～37 週の妊婦を対象にした膣・直腸内の GBS スクリーニン
グ検査を推奨しており、陽性の場合は出産時にペニシリンなどの予防投与が実施され
る。1990 年代、アメリカでは早期発症型 GBS 感染症の発症率が、1000 件の出産例
に対して 1.7 件であったのに対し、上記ガイドラインが実施された後、その発症率が
0.34～0.37件に減少した。 





株の菌体表層に特異的に発現している surface immunogenic protein (Sip)を標的抗
原とし、イムノクロマト(ICT)による迅速診断方法の開発研究を行った。 
 
【方法】sip遺伝子を PCR法で増幅し、大腸菌による recombinant Sip (rSip) 発







て ICTを構築した。確立した ICTの検出限界を、rSipと血清型の異なる 9株の GBS
を用いて評価した。交差反応性については、108～109 CFU/ml に調製した他菌種 26
株を用いて評価した。また、臨床分離 GBS 229 株を用いて、本法の GBSに対する反
応性を評価し、更に、膣スワブ 260検体を用いて、臨床応用への有用性を評価した。 





【結果】rSip, Peptide200-217, Peptide313-336を抗原として 3種のmAbを得た。
抗体の特異性をWestern blotで評価した結果、3種すべてのmAbは、Ia, Ib, II～VIII
の血清型を有するすべての GBS で約 53 kDa の単一バンドを検出し、他菌種に対す
る反応は認められなかった。ICTに最適な抗体の組み合わせを検討した結果、メンブ
レン固相化抗体には rSip の抗体、金コロイド標識抗体には Peptide313-336 の抗体
を用いた測定系の感度が最も優れていた。 
確立した ICTを用いた評価では、検出限界は rSipで 0.5 ng/ml, 血清型の異な
る 9種の GBS菌体で 9.5×105 ～3.7×106 CFU/ml であった。また、26菌種に対す
る交差反応性は認められなかった。229株の臨床分離GBSを用いて評価した結果、
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1. 序論 
ベーター(β)溶血性を示すグラム陽性レンサ球菌 Streptococcus agalactiae は
Lancefield による細胞壁 C 多糖体の抗原性に基づく分類から、B 群溶血性連鎖









報告されている。このような保菌妊婦から新生児への GBS 感染は約 50%の分娩
例で見出され、そのうち 1～3%の症例で肺炎、敗血症、髄膜炎など重症感染症





産児での GBS 感染症発症例における死亡率は約 20%、さらに妊娠 33 週以下の
出産では 30%と正期産での 2～3%と比較して著しく高い 10-13)。 
このように GBS 感染児は死亡率や後遺症率が高いことから、新生児 GBS 感
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染症発症の予防対策が重要である。アメリカでは新生児 GBS 感染症に対するガ
イドラインが、1996 年に Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
より発表され 14)、その後 2002 年と 2010 年に改訂された 15, 16)。ガイドライン
では妊娠 35～37 週の全妊婦を対象として膣及び直腸の GBS スクリーニング検
査を実施するよう奨めている(Fig. 1)16)。スクリーニング検査により、GBS 陽性
と判定された妊婦に対しては、分娩時に抗菌薬の予防投与(Intrapartum 
Antibiotic Prophylaxis : IAP)が行われる。また、陰性であっても前回出生児が
GBS 感染症を発症した妊婦の場合や、妊娠時 GBS 細菌尿が陽性の妊婦にも予
防投与の対象となる。さらに、GBS の保菌状態が不明で、かつ妊娠 37 週未満








になり、米国では早発型 GBS 感染症の発症率は、1990 年代には出生 1000 例あ
たり 1.7 であったが、2000 年代に入ると 0.34～0.37 に減少した 16)。また、日
本においても、産婦人科診療ガイドライン－産科編 2011 で、GBS 保菌診断は
推奨レベル B として記載されており、妊娠 33～37 週の培養検査結果に基づき、
ペニシリン系薬剤静注による母子感染予防が実施されている。 
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CDC ガイドラインによると GBS スクリーニング検査は、増菌培養法で実施
するよう示されている(Fig. 1)。この方法では、膣および肛門周囲より採取した
検体をコリスチンとナリジクス酸を含有した Lim broth などの選択液体培地で
一夜培養後、血液寒天培地で分離培養を行う。分離されたコロニーはさらに、β
溶血性やカタラーゼ試験、Christie, Atkins and Munch-Petersen (CAMP) test、
ラテックス凝集試験など常法に従い GBS の同定試験を実施する。また、増菌培













学的手法による検査方法としては、Enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA)法やラテックス凝集法などが挙げられる。ELISA 法は、検出感度が高
く有用であるが、結果が得られるまで最低でも数時間を必要とする。また、ラ









るイムノクロマト法に着目し、GBS 菌体表層に普遍的に発現している Surface 
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2. 方法 
2-1. Recombinant Sip 発現系の構築 
S. agalactiae KUB791 株より DNeasy Blood & Tissue kit(QIAGEN, 
Duesseldorf, Germany)を用いて、添付文書に従って DNA を抽出した。抽出さ
れた DNA 溶液 5 µl(90 ng)をテンプレートとして、Prime Star HS DNA 
polymerase(タカラバイオ, 滋賀, 日本)を用いて sip 遺伝子を標的とした PCR
反応を行った。使用したプライマーの配列は Table 1に示した。反応条件は、98ºC 
で 30 秒間の初期変性ステップに続き、変性、アニーリング及び伸長反応を各々
に 98ºC で 10 秒, 55ºC で 5 秒, 72ºC で 120 秒間行い、これを 26 サイクル繰り
返した。最後に 72ºC で 5 分間の最終伸長反応を行った。PCR 産物は 1%アガロ
ースゲルを用いて、100 V, 30分間電気泳動後、Gel Red染色液(Biotim Hayward, 
CA, USA)で 30 分間染色し、紫外線照射下に確認した。 
 得られたPCR産物とpETBlue2 (Novagen, MA, USA)を制限酵素NcoI及び
XhoIで処理した。続いて、DNA Ligation kit <Mighty Mix>(タカラバイオ)を用
いてライゲーション反応を行い、得られたベクターを熱ショック法でE. coli 
strain NovaBlue(DE3) (Novagen)に導入し、50 µg/ml カルベニシリン, 12.5 
µg/ml テトラサイクリン, 80 µM IPTG, 70 µg/ml x-Gal含有LB寒天培地を用い
てブルーホワイトセレクションにより形質転換体を選択した。得られた形質転
換体より、Miniprep kit (QIAGEN)を用いてpETBlue2-sipベクターを精製し、
タンパク発現用の宿主であるE. coli strain Tuner(DE3)/pLacI (Novagen)へ同
様の方法で導入した。形質転換体の選択は、50 µg/ml カルベニシリン, 34 µg/ml 
クロラムフェニコール含有LB寒天培地を用いて実施した。 
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2-2. Reconbinant Sip の精製と確認 
2-1 で構築した pETBlue2-sip ベクター保有 Tuner(DE3)/pLacI を 50 µg/ml 
カルベニシリン, 34 µg/ml クロラムフェニコールを含む LB broth に移植し、
37ºC で震盪培養した。578 nm における吸光度が 0.5 に達した時点で 0.5 mM 
Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG)を添加し、さらに Recombinant 
Sip (rSip)発現を誘導する目的で 37ºC 2 時間震盪培養を続けた。培養液を 4ºC
で 5000×g, 20 分間遠心することにより集菌した。沈査を 0.3 M NaCl, 10 mM
イミダゾール含有 50 mM リン酸ナトリウム buffer (pH8.0)に懸濁し、超音波破
処理(20 秒照射, 30 秒冷却で合計 10 分間照射)を行った。この試料を 4ºC で
8000×g, 20分間遠心し、得られた可溶性画分をNi-IMAC Profinity (Bio-rad, CA, 
USA)カラムに掛け添付文章に従い、0.3 M NaCl, 500 mM イミダゾール含有 50 
mM リン酸ナトリウム buffer (pH8.0)で溶出した。カラム溶出液は 0.3 M NaCl
含有 50 mM リン酸ナトリウム buffer (pH8.0)に対して 4ºCで一夜透析を行った。
タンパク濃度は、Bovine serum albumin (BSA)を標準とし、Modified Lowry 
protein Assay kit (PIERCE, IL, USA)を用いて定量した。 
rSip の確認は、12%アクリルアミドゲルを用いた電気泳動(SDS-PAGE)を行
い、Coomassie Brilliant Blue (CBB)染色による検出と抗 Penta-Histidine 
antibody (QIAGEN)を用いた Western blot で行った。Western blot による rSip
の検出はカラム溶出液を SDS-PAGE 電気泳動を行った後、タンパクを
Polyvinylidene difluoride (PVDF)膜にブロッティングし、4% block ace, 0.1% 
Tween20 含有 PBS を用いて 1 時間ブロッキング処理を行った。続いて 100 
ng/ml Penta Histidine antibodyで1時間処理した後、さらに1000倍希釈Horse 
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radish peroxidase (HRP)標識抗マウス Ig(ダコ･ジャパン株式会社, 東京, 日本)
で 1 時間処理した。発色反応は、TMB Membrane Peroxidase Substrate System 
(Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc., MD, USA)を用いて行った。 
 
2-3.合成ペプチドの設計と免疫抗原の作製 
Streptococcus agalactiae 2603V/R 株の Sip アミノ酸配列(ACCESSION   
NP_687068)をもとに、Kyte & Doolittle の疎水性指標 23)と Welling の抗原性指




ール基とキャリア－タンパクである Keyhole limpet hemocyanin (KLH) 
(SIGMA-ALDRICH Japan, 東京, 日本)のアミノ基を N-(6-Maleimido- 




最初に 50 µgの rSipあるいは合成ペプチド-KLH結合体(合成ペプチド含量で
50 µg 相当)をフロイント完全アジュバント(Becton, Dickinson and Company, 
NJ, USA)と等量混合し、エマルジョン化した抗原 0.5ml を 8 週齢の Balb/c Cr 
Slc 雌マウス(日本エスエルシー株式会社, 静岡, 日本)の腹腔内に接種した。その
後、第 14 日目にフロイント不完全アジュバント(Becton, Dickinson and 
Company)を用いて同様に調製した追加免疫抗原 50 µg を腹腔内に接種した。第
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28 日目に 0.5 mg/ml の rSip あるいは合成ペプチド-KLH 結合体 0.1ml を尾静
脈から接種し最終免疫とした。 
 ハイブリドーマは常法に従って作製した 25, 26)。最終免疫より 3 日後にマウス
から脾臓を摘出し、脾細胞浮遊液を調製した。ミエローマ細胞 P3X64-Ag8.653
と得られた脾細胞をポリエチレングリコール 1500 (Roche Diagnostics Japan, 
東京, 日本)を用いて融合させ、HAT 培地でハイブリドーマの選択培養を行った。
培養上清中の抗 Sip モノクローナル抗体は、後述する ELISA 法を用いてスクリ
ーニングを行った。抗 Sip モノクローナル抗体産生ハイブリドーマは、限界希
釈法を 3 回繰り返すことにより、細胞のクローン化を行った。 
 樹立したハイブリドーマをプリスタン処理されたマウスに投与し、モノクロ
ーナル抗体含有腹水を得た。12 週齢の BALB/c Cr Slc 雄マウス(日本エスエルシ
ー株式会社)に、0.5 ml のプリスタンを第 1 日目及び 7 日目に腹腔内接種した。
第 10日目に 1.0×107 cell/mlのハイブリドーマ懸濁液を腹腔内に 0.5 ml接種し、
第 20～30 日目の間に腹水の貯留が確認された時点で腹水を回収した。得られた
腹水を Hitrap ProteinA HP カラム(GE Healthcare Japan, 東京, 日本)にかけ
添付文書に従って溶出して IgG を精製した。また、IgM は、KAPTIVE-M 




2-5-1. Enzyme-linked immunosorbent assay による評価 
rSip を 10 mM 炭酸ナトリウム buffer (pH9.3)で 0.5 µg/ml に調整し、これを
マイクロタイタープレート(Corning, NY, USA)に 4ºC で一夜固相化し、翌日
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0.5% BSA含有 10 mM 炭酸ナトリウム buffer (pH9.3)中で室温 1時間ブロッキ
ング処理を行った。抗 Sip モノクローナル抗体を 1.4 ng/ml〜1000 ng/ml にな
るよう 50 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, 10 mM CaCl2, 0.1% TritonX-100, 1% 
BSA (pH7.0)溶液を用いて 3 倍連続希釈系列を調製した。これを上記マイクロタ
イタープレートに添加し室温で 1 時間反応させた。続いて、5000 倍希釈した
HRP標識抗マウス Ig(ダコ･ジャパン株式会社)を添加して室温で1時間反応させ
た後、TMB Microwell Peroxidase Substrate System (Kirkegaard & Perry 
Laboratories)添加して 10 分間発色反応を行った。1.0 M リン酸で反応停止後、
プレートリーダーEL808 (Biotek Instruments, VT, USA)で 450 nmにおける吸
光度を測定した。 
 
2-5-2. Western blot による評価 
S. agalactiae で血清型の異なる KUB159(血清型 Ia), KUB174(血清型 Ib), 
KUB161(血清型 II), ATCC12403(血清型 III), ATCC49446(血清型 IV), ATCC 
BAA-611(血清型 V), KUB171(血清型 VI), KUB166(血清型 VII), KUB178(血清
型 VIII)の 9 株を試験菌株として用いた。その他の Streptococcus 属の菌株とし
て、Streptococcus pneumoniae ATCC49619, Streptococcus pyogenes (Group A 
streptococcus) ATCC12344, Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis 
(Group C streptococcus) KUB794, Streptococcus dysgalactiae subsp. 
equisimilis (Group G streptococcus) ATCC12394 を試験菌株として用いた。試
験菌株を、5%ヒツジ血液寒天培地に塗布し、35ºC で一夜培養した。得られた湿
菌体 40 mg を 1 ml の 0.125 M Tris-HCl (pH6.8), 5% 2-メルカプトエタノール, 
2% SDS, 5% グリセロール, 0.02% ブロモフェノールブルー溶液に懸濁し、
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100ºC で 5 分間加熱処理した。その後、4ºC で 12,000 rpm, 10 分間遠心し、得
られた上清を泳動用サンプルとした。12%アクリルアミドゲルを用いて、泳動
用サンプル 2 µl/lane を電気泳動した後、PVDF 膜にタンパクをブロッティング
した。続いて、2% BSA, 0.1% Tween20 含有 PBS で 4ºC, 一夜ブロッキング処
理を行った。翌日、100 ng/ml 抗 Sip モノクローナル抗体で 1 時間, 室温で反応
させた後、10,000 倍希釈した HRP 標識抗マウス Ig で 1 時間, 室温で反応させ




HiFlow180 のニトロセルロースメンブレン (ミリポア) 25 mm×190 mm を横
長に置き、1 mg/ml の抗 Sip モノクローナル抗体を下端より 10 mm の位置に 2 
µl/10 mm の条件で定量塗布装置 Linomat5 (CAMAG, Muttenz, Switzerland)
を用いて直線状に塗布し、これをテストラインとした。また、下端より 15 mm
の位置に 2 µl/10 mm の条件で 0.05 mg/ml の抗マウス IgG 抗体(VECTOR 
Laboratories, CA, USA)を同様に直線状に塗布し、これをコントロールライン
とした。メンブレンを室温で 1 時間乾燥後、0.5%カゼイン含有 20 mM リン酸




 粒径 40 nmの金コロイド溶液(田中貴金属工業, 東京, 日本) 1800 µlに 200 µl 
の 0.2 M MOPS buffer (pH8.0)を添加した後、200 µl の 60 µg/ml 抗 Sip モノク
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ローナル抗体を混合し、室温で 20 分間反応させた。続いて 550 µl の 5%カゼイ
ンナトリウム含有 20 mM MOPS (pH8.0)を添加し、室温で 20 分間ブロッキン
グ処理を行った。これを 4ºCで 12,000 rpm, 10 分間, 4回遠心分離洗浄した後、
沈査を 2 ml の 0.1%カゼインナトリウム, 10%トレハロース二水和物含有 10 
mM Tris-HCl (pH8.2)に再浮遊させて金コロイド標識抗体を回収した。530 nm
の吸光度が 2.5 となるように金コロイド標識抗体を調整し、その溶液 1.2ml を
10 mm×190 mm のグラスファイバー(ミリポア)に均一に染み込ませて、室温減
圧下で一夜乾燥することでコンジュゲートパッドとした。 
 吸収パッド(ミリポア), サンプルパッド(ミリポア)及び作製した抗体固相化メ
ンブレン, コンジュゲートパッドをバッキングシート(Adhesives Research, 
Inc., PA, USA)上で Fig.4 に示した様に重ね合わせた後、クリアフィルム
(Adhesives Research, Inc.)を上面に張り合わせた。作製したシート状のメンブ




イムノクロマトの検出限界試験は、rSip と GBS 全菌体を用いて行った。まず、
rSip の検出感度の評価では、タンパク濃度が明らかな rSip 溶液を希釈液(0.02% 
TritonX-100 含有 0.5 M NaOH と 0.02% TritonX-100, 0.15 M HCl 含有 0.6 M 
TESの等量混合溶液)を用いて、1～50 ng/mlになるよう調製した。それら各 rSip
希釈液 500 µlにテストストリップを立て、イムノクロマトを 10分間展開した。
結果は目視にて判定し、コントロールライン及びテストライン上に赤い発色ラ
インが認められた場合を陽性とした(Fig. 5a)。また、コントロールライン上にの







菌体を用いた評価では、Table 3 に示した血清型の異なる 9 株の GBS を 5%
ヒツジ血液寒天培地で一夜培養後、菌体を生理食塩水に懸濁し、約 109 CFU/ml
に調製した。調製した菌液は、コロニーカウントにより生菌数の計測を行った。
菌液の 2 倍希釈系列を作製し、菌液 25 µl を 250µl の 0.02% TritonX-100 含有
0.5 M NaOH に混合し、室温で 3 分間抗原抽出処理を行った。続いて、250µl の





Table 4 に示したグラム陽性菌 18 菌種、グラム陰性菌 6 菌種、真菌 2 菌種
の合計 26 菌種を用いて交差反応性試験を行った。試験菌株を 5%ヒツジ血液
寒天培地で一夜培養後、細菌細胞は約 1010 CFU/ml に、真菌細胞は約 109 
CFU/ml になるよう菌液を調製し、検出感度試験と同様の方法で評価を行った。
試験菌株の菌体抽出サンプルの最終菌体濃度は、細菌を 109 CFU/ml、真菌を
108 CFU/ml とした。 
 
 




た。試験菌株を Todd-Hewitt broth(Becton, Dickinson and Company)で 35ºC, 
一夜培養した培養液 100 µl をサンプルとして、250 µl の 0.02% TritonX-100 含
有 0.5 M NaOH に混合し、室温で 3 分間抗原抽出処理を行った。以降の処理は
検出感度試験と同様の方法で行った。 
 
2-8. sip 遺伝子のシークエンス解析 
臨床分離GBS株KUB968を5%ヒツジ血液寒天培地で 35ºC, 一夜培養して得
られたコロニーを 100 µl の 1×TE buffer に懸濁した。100ºC で 5 分間加熱後、
100 µl のフェノール/クロロホルム溶液を添加して混合後、4ºC で 12,000 rpm, 5
分間遠心、得られた上清を鋳型DNA溶液とした。鋳型DNA溶液 2 µlをPhusion 
DNA polymerase (Thermo Fisher Scientific, MA, USA)を用いてPCR反応を行
った。使用したプライマーの配列は Table 1 に示した。反応条件は、98ºC で 30
秒間の初期変性ステップに続き、98ºC で 5 秒, 63ºC で 10 秒, 72ºC で 30 秒間の
プログラムを 30 サイクル繰り返した後、72ºC で 5 分間の最終伸長反応を行っ
た。PCR 産物は 1%アガロースゲルを用い 100V, 30 分間電気泳動後、Gel Red
染色液で 30 分間染色し、紫外線照射下で確認した。得られた PCR 産物は、
ExoSAP-IT(Affymetrix, Inc., CA, USA)を用いて 37ºC で 20 分の酵素処理に続
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2-9. 膣スワブ検体を用いたイムノクロマトの評価 
膣スワブ 260 検体を、GBS 増菌培地 F(富士製薬工業株式会社, 東京, 日本)





離培養法では、GBS の酵素基質培地である Chrom-ID StreptoB(シスメックス・
ビオメリュー株式会社, 東京, 日本)に増菌培地より白金耳でサンプリングして
画線培養した。35ºC で 24～48 時間培養後、分離されたコロニーは常法に従っ
て菌種の同定を行った(参考文献)。GBS が疑われるコロニーについては、セロ
アイデンストレプトキット'栄研'(栄研化学株式会社, 東京, 日本)を用いたラテ
ックス凝集検査法で同定した。またこれらの菌株は GBS 特異的な dltS 遺伝子
を標的とした PCR 法で同定を行った。イムノクロマト法では、増菌培養を行っ
た膣スワブを回収し、これを 250 µl の 0.02% TritonX-100 含有 0.5 M NaOH に
懸濁して室温で 3 分間抗原抽出を行った。続いて 250 µl の 0.02% TritonX-100, 
0.15 M HCl 含有 0.6 M TES を添加後スワブは除去した。得られた検体抽出サ
ンプルにテストストリップ挿入し、10 分間イムノクロマトを展開し、結果は目
視で判定した。イムノクロマト法で偽陰性を示した検体については、検体輸送
容器よりサンプリングを行い、DNA 抽出後、dltS 遺伝子を標的とした PCR に
よる GBS 検出を行った 27)。 
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3. 結果 
3-1. Recombinant Sip の作製 




しなければならない。本実験では Sip タンパクをコードする sip 遺伝子を PCR
反応で増幅し、得られる sip DNA をラクトースプロモーター及び 6×ヒスチジン
をコードするベクターに連結する必要がある。云うまでもないことであるがラ




S. agalactiae KUB791 株より全 DNA を抽出しこれをテンプレートとし、
Table 1 に示すプライマーを用いて PCR 法により DNA の増幅を行った。増幅
産物を 1%アガロースゲルでに掛け解析を行ったところ、約 1300 bp に相当する
位置に単一バンドが確認された(Fig.6, lane 2)。このバンドのサイズは予想され
る PCR 増幅産物 1316 bp とほぼ一致していた。従ってこの産物は目的の sip 遺
伝子の増幅産物であると推定した。得られた sip遺伝子増幅産物を制限酵素NcoI
及び XhoI で処理し、同様に処理された pETBlue2 ベクターとライゲーション反
応を行った。この反応産物を大腸菌 Tuner(DE3)pLacI 細胞に熱ショック法によ
り形質転換し、rSip 発現系を構築した。 
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得られた形質転換体は IPTG の存在下に培養することによって Sip タンパク
を誘導発現した。得られた菌体を破砕し粗可溶性画分を得た。これをニッケル
レジン・アフィニティークロマトで精製し、溶出画分を得た。溶出画分を
SDS-PAGE で分析した結果、約 53 kDa の位置に CBB で染色された単一のバン
ドが確認された(Fig.7a, lane 3)。さらにこのバンドが rSip であるかどうかを確
認するため C 末端に付加した 6×ヒスチジンタグに対する特異抗体を用いて
Western blot を行った。その結果、IPTG 誘導可溶性画分及びアフィニティー精




を以下のように選択して合成した。S. agalactiae 2603V/R 株の Sip アミノ酸配
列を基に、Kyte & Doolittle プログラムを用いて疎水性指標と Welling の抗原性
指標の解析を行った。得られたパラメーターの中で、疎水性指標が低く、抗原
性指標が高い部分のアミノ酸配列が抗原として適していると考え、アミノ酸配
列 200～217番及び 313～336番の 2か所を合成ペプチド候補シークエンスとし
て選択した(Fig.8、編掛け部分)。また、合成ペプチドを抗原キャリア－タンパ
クである KLH のアミノ基と架橋結合させる為に、N 末端にシステインを付加し
た。各々のアミノ酸配列は以下の通りである。Peptide 200‐217, 
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3-3. 抗 Sip モノクローナル抗体の作製 
大腸菌発現系から得られた rSip 及び合成ペプチド Peptide 200–217 と 




り回収し、これらを IgG 及び IgM精製カラムに掛けることにより IgG 及び IgM
を精製した。得られたモノクローナル抗体は、rSip を抗原としたクローンを
R6E8、Peptide200-217 のそれを S4H5 及び Peptide313-336 のそれを S6H8 と
命名した。ハイブリドーマが産生する抗体のクラスを ELISA 法により同定した
結果、R6E8 と S6H8 は IgG1、S4H5 は IgM であった。得られたモノクローナ
ル抗体の rSip 抗原に対する親和性を ELISA で評価した結果、450 nm における
吸光度が 1.0 を示す抗体タンパク濃度は、R6E8、S4H5 及び S6H8 でそれぞれ
6.1、18.4 及び 5.1 ng/ml であった。従って S6H8 が最も抗原に対する親和性が
高く、続いて R6E8 及び R4H5 の順であった(Fig.9)。 
 




ーナル抗体の反応性を Western blot で評価した。その結果、いずれのモノクロ
ーナル抗体も血清型の異なる 9 種の GBS すべてに対して反応性を示し、約 53 
kDa の位置に単一バンドを検出した(Fig. 10, lanes 1-9)。各々の菌株に対する抗






に対する交差反応性を検定するため、S. pneumoniae, Group A streptococcus, 
Group C streptococcus, Group G streptococcus 各 1 株ずつから菌体タンパクを
抽出し、3 種のモノクローナル抗体の反応性を Western blot で評価した。その
結果、何れのモノクローナル抗体もこれらの Streptococcus 抽出物に対する反応










体の 9 通りの組み合わせを用いて、まず 108 CFU/ml に調製した GBS 菌体抽出
液をクロマト展開させた。その結果、固相化抗体及び金コロイド標識抗体の組
み合わせで各々に R6E8 と S6H8, S4H5 と R6E8, S4H5 と S6H8 及び S6H8 と
R6E8 の 4 通りの組み合わせでテストライン上に陽性反応が確認された(Table 
2)。続いて、107 CFU/ml に調製した GBS 菌体からの抽出液を展開して検出感
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れた。次に GBS 菌体抽出抗原を用いた検出限界試験では、血清型の異なる 9 種
の GBS 菌体を段階的に希釈し、それらの菌液から抽出した抗原を用いて同様の
試験を行った。最も感度よく検出されたのは血清型 VI の株で 9.5×105 CFU/ml
を検出することが出来た(Table 3)。最も感度が低かったのは血清型 III の菌体で
3.7×106 CFU/ml から Sip 抗原を検出した。最も検出限界が高かった血清型と最
も検出限界が低かった血清型の差は約 4 倍であった。このことから血清型の違
いによる検出限界の差は、それほど問題とならないことが明らかとなった。 
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 交差反応性試験では、109 CFU/ml に調製したグラム陽性菌 18 菌種、グラム




3-7. 既同定済み臨床分離 GBS に対するイムノクロマトの反応性の評価 
今回作成したイムノクロマトの臨床分離GBSに対する反応性を研究室に保存
されていた既同定済み臨床分離 GBS 229 株を対象として評価した。GBS 菌株
を Todd-Hewitt broth で一晩培養し、これを抗原抽出操作に供し、抽出物をサ
ンプルとしてイムノクロマトを実施した。その結果、229 株中 228 株で陽性反
応を示したが、1 株のみ陰性を示した(Fig.12, lane 19)。偽陰性となった可能性
として、(i)sip 遺伝子は存在するが Sip タンパクは発現されていないか、或は
(ii)sip 遺伝子そのものに欠失や変異がある場合が考えられる。この点を明らかと
するため偽陰性を示した KUB 968 株について、sip 遺伝子の塩基配列解析を行
った。その結果、KUB 968 株の sip 遺伝子塩基配列は S. agalactiae ATCC 




は 232 残基であり、その分子量は 24.8 kDa であることが予想される(Fig.14)。
そのようなタンパクが KUB 968 株で発現されているかどうかを確認する為、上
述の 3 種のモノクローン抗体を用いて Western blot による試験を行った。KUB 
968 株及び標準株 ATCC BAA-611 の全菌体抽出試料を調製し評価した結果、モ
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ノクローン抗体S6H8及びR6E8ではATCC BAA-611及び精製 rSipにおいて、
約 53 kDa の位置にバンドを検出した(Fig. 15, lanes 2,3)。しかしながら S6H8
と R6E8 は KUB 968 株に対して反応が確認されなかった(Fig. 15, lane 1)。一
方、モノクローナル抗体 S4H5 を用いた結果では、KUB 968 株に対して約 25 
kDa の位置にバンドを検出した(Fig.15, S4H5 lane 1)。従って KUB 968 株では
約 25 kDa の truncated Sip が発現しており、イムノクロマトに使用した S6H8





調製されたイムノクロマトによる GBS 検出を評価した。膣スワブ 260 検体を一
旦増菌培地で培養し、この材料からのGBS検出を(i)イムノクロマト法と(ii)GBS
の酵素基質培地を用いた分離培養法で比較検討した。実験のフローチャートと
その結果を Fig.16 に示す。膣スワブを増菌培地で 24～48 時間培養した結果、
236 検体で菌の増殖が確認され、24 検体は目視的に菌の増殖が認められなかっ
た。菌の増殖が確認された 236 検体の内、溶血性 GBS の増殖を示す赤～オレン
ジ色の色素産生が認められた検体は 17 検体あり、色素産生が確認されなかった
ものは 219 検体であった。これら菌の増殖が確認された 236 検体について、GBS
の分離培養を実施し、GBS が疑われるコロニーについては、さらにラテックス
凝集試験と PCR による同定試験を実施した。増菌培地で色素産生陽性を示した
17 検体については、全検体より GBS コロニーが分離された。一方、増菌培地
で色素産生陰性であった 219 検体では、その内 12 検体より GBS が分離同定さ
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れた。菌の増殖が確認された 236 検体より分離同定された GBS 以外の菌種は、
Enterococcus faecalis 149 株、Candida albicans 54 株、Coagulase-negative 
staphylococcus 11 株、Enterococcus faecium 7 株、Candida glabrata 5 株、
Lactobacillus acidophilus 5 株、Escherichia coli 4 株、Pseudomonas 
aeruginosa 2 株、Enterococcus gallinarum 2 株、Group A streptococcus、Group 
G streptococcus、Staphylococcus aureus、Streptococcus bovis、Candidda 
parapsilosis が各 1 株であった。 
イムノクロマトを用いて、菌の増殖が確認された 236 検体を対象として Sip 
(GBS)検出実験を実施した。その結果、増菌培地で色素産生陽性を示した 17 検
体はすべてイムノクロマトによる Sip 陽性反応を示した。一方、色素産生陰性
の 219 検体では、分離培養により GBS が検出された 12 検体の内 10 検体はイ
ムノクロマトで Sip 陽性、2 検体は陰性であった(後述)。また、分離培養で GBS
陰性を示した 207 検体において、1 検体はイムノクロマトで Sip 陽性を示し、
残り 206 検体は陰性であった。分離培養法で GBS 陰性、イムノクロマトで Sip






























補としては(i)菌体表層の莢膜多糖抗原があげられるが、これは Ia, Ib, II～IX の








確立することは難しい。 (iii) その他表層タンパク抗原としては、α-protein や
β-protein、Rib、C5a peptidase、FbsA proteinn などが知られている 33)。しか
しながら、これまで報告のある表層タンパク抗原は、血清型の違いにより分布
に偏りがあることが知られており、GBS 検出方法の開発を行う標的抗原として
は適していない。そこで今回我々は、2000 年に Brodeur ら 22)により発見され
た Sip タンパクをイムノクロマト開発の標的抗原として選択した。Sip は GBS
の遺伝子ライブラリーから免疫学的スクリーニングによって発見された約 53 
kDa のタンパク質であり、ペプチドグリカン結合アンカーの LysM ドメインを




 このような設計に基づいて Sip に対するモノクローナル抗体を 3 種確立し、
その内の 2 種を使ってイムノクロマト法による検出系を確立した。Sip を標的と
したイムノクロマトは、血清型の異なる 9 株の GBS において、その検出限界が
9.5×105～3.7×106 CFU/ml であり血清型間で大きな差は認められなかった。従








今回試験を行った Streptococcus porcinus や Streptococcus pseudoporcinus に
おいて交差反応性を有し、偽陽性の結果を示すことが報告されている 35, 36)。S. 
porcinus は、主にブタの頸部リンパ節感染症に関与しているが、S. 
pseudoporcinus は、女性生殖器より 5.4%の頻度で分離される 37-39)。その為、
ラテックス凝集試薬では、S. pseudoporcinus は GBS と誤って検出される可能
性がある。しかし、本法はこの菌種に対して交差反応を示さない為、GBS の特
異的検出方法としての性能が高いものと判定出来た。 
次に、すでに同定済みの臨床分離 GBS 229 株を用いて本法による GBS 検出
を評価したところ、KUB968 株のみが陰性の結果を示した。偽陰性となった原
因としては、この菌株では Sip が発現されていないか或は sip 遺伝子に何らかの
変異が入っているかの可能性が考えられた。そこで sip 遺伝子の塩基配列を解析
した結果、651~654 番目の 4 塩基が欠失しており、697～699 番の塩基が終止コ
ドンとなっていることが明らかとなった。この様な truncated Sip 産生 GBS の
存在を検索したところ、既に pseudo sip gene として Gene Bank に登録されて
いた (accession number DQ914266)。イムノクロマトに使用した S6H8 と
R6E8 の 2 種のモノクローナル抗体は、この truncated Sip に対して反応性を有
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さないことが Western blot の結果から示された。Peptide 313-336 を抗原とし
て作製したモノクローナル抗体 S6H8 は、抗原部位がタンパクの欠損部位内に
位置している為、KUB968 の Sip に反応しなかったものと考えられる。また、
rSip を抗原として作製したモノクローナル抗体 R6E8 については、認識するエ
ピトープの決定は行っていないが反応性を有さないことから、この抗体も欠損
部分である Sip のアミノ酸配列 218 番目以降の後半部分にエピトープが存在す
ることが考えられる。一方、Peptide 200-217 を抗原として作製したモノクロー
ナル抗体 S4H5 は、約 26 kDa の位置にバンドを検出したことから KUB968 は




録されている sip 遺伝子の配列を検索すると、Sip タンパクの内部部分に欠失を
伴う塩基配列も確認された。今回試験を行った臨床分離株においては、229 株中




膣スワブ 260 検体を用いて、増菌培地からの GBS 検出をイムノクロマト法と
分離培養法で試験した。その内 1 検体が分離培養法で陰性、イムノクロマト法
で陽性の偽陽性反応を示した。この結果の乖離原因を追及する為に、検体輸送
容器に残存していた試料から DNA を抽出し、GBS 特異的遺伝子である dltS を
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た、多数の E. faecalis 存在下で、イムノクロマトの GBS 検出限界に影響が認め
られるか否かを確認する為、108 CFU/ml に調製した E. faecalis 懸濁液で、GBS
懸濁液を 107, 106, 105 CFU/ml として希釈し、検出限界試験を実施した。その
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結果 GBS の検出限界は、E. faecalis 存在下もしくは非存在下で差が認められな
かった。従って上記可能性(ii)は否定された。残る可能性は上記(iii)であり、これ
ら 2 検体に於いては増菌培養後も、GBS の菌数が不十分であり、イムノクロマ
ト法の検出限界以下の菌数しか存在しなかったことが偽陰性の原因と結論付け
られた。GBS の増殖は優勢的な E. faecalis の混在によって抑制されることが報
告されていることから 40, 41)、本検体も同様の現象が原因と推測できた。この、
E. faecalis による GBS の増殖抑制に対しては、Enterococcus の増殖のみを抑
制するサプリメントを含有した増菌培地が新たに開発されていることから 42)、











法の確立を目的とした。GBS 菌体表層抗原である Sip に対するモノクローナル
抗体を作製し、イムノクロマト法による検出方法を樹立した。rSip に対する本
法の検出限界は 0.5 ng/ml であり、血清型の異なる 9 株の GBS 菌体に対する検







で GBS の検出を可能とする新規迅速診断法を確立できたと考える。 
  












性となった。この株の Sip タンパクは完全長の Sip アミノ酸配列を有しておら
ず truncated Sip であった。その為、さらに異なる Sip 抗原のエピトープを認識
する抗体を作製し、本法に追加することで幅広い GBS 菌株に対して反応性を有
する検査方法として改善を行う必要がある。今後の、さらなる検査精度の向上
が、新生児 GBS 感染症の発症抑制に繋がっていくことを期待したい。 
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